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　　　The　identi且cation　method　of　adenoviruses　by　cleavage　patterns　with　restriction　endonucleases
was　improved　for　practical　use．
　　1）　Spot　hybridization　with　infected　cell　DNAs　could　be　used　for　subgrouping　of　adenoviruses，
and　the　subgrouping　was　of　considerable　help　for　the　identification　of　adenoviruses．
　　2）　Southern　blot　hybridization　with　nick　translated　32P　labelled　viral　DNAs　as　probes　increased
the　sensitivity　of　detecting　cleavage　patterns　by　300－fold　or　more　compared　to　the　ethidium　bromide
staining　Procedure．
　　3）　Using　the　Southern　blot　hybridization　method，　cleavage　patterns　of　infected　viral　DNAs
could　be　investigated　with　DNAs　from　virus　infected　cells　before　the　cytopathic　effect　appeared、
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1緒 言
　36の血清型を含むヒトァデノゥィルス（Ad）ト5）は，
多くの疾患に関与しており，その血清型同定法として，
中和試験および赤血球凝集抑制試験が用いられている．
しかしこれらの同定法は，型間で交差反応を示す場
合胴6）や，両方法の同定結果の不一致の場合1名13）があり，
正確な型決定は容易ではない．
　著者らは，前報1争）において，アデノウイルス感染細胞
DNAの制限酵素による切断パターンを解析することに
よるアデノウイルス同定法（制限酵素切断同定法）を
報告した．本方法において我々は，精製ウイルスDNA
の代わりにウイルス感染細胞DNAを用いることにより
同定法の簡便化を図った．制限酵素切断によるウイル
ス株の同定は，本酵素が高い特異性を持って2本鎖
DNAを切断するので，正確な同定が可能であり，血清
型の同定も可能である．
　本報告では，この制限酵素切断同定法の実際面での
応用を考え，まずspot　hybridization法181を利用して，
感染ウイルスの亜群別を検討し，またSouthern　blot
hybridization法1駄26）を利用して，制限酵素切断パター
ン検出の感度および精度の向上を試み，制限酵素を利
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用した本同定法の改良をおこなった．以下その結果を
報告する．
2　実験材料および実験方法
2・1ウィルス
　各亜群ウイルスより，次のウイルス株を選び，実験
に用いた．A亜群〔Ad12（Huie），　Ad31（1315）〕，　B
亜群〔Ad3（G．B），　Ad7（Grider）〕，　C亜群〔Ad2（38
－2），Ad5（Adenoid　75）〕，　D亜群〔Ad9（Hicks），
Ad13（A．A）〕，　E亜群〔Ad4（RI－67）〕．
2・2　ウイルスDNAおよびウイルス感染細胞DNA
　ウイルスDNAは，ウイルス感染KBIII細胞を出発
材料として，Green　and　Pina2軌2ユ）の方法にもとずき，抽
出した．またウイルス感染細胞DNAは，　Fujinaga　et
aP＆22）の方法により，抽出した．
2・332P一標識ウイルス1）NAの謂製
　Sawada　et　aP3）の方法により，　nick　translation
法24）を用いて，ウイルスDNAを32Pにより標識した．
32P一標識ウイルスDNAの比放射活性は，3～12×107
cpm／μ9であった．
2・4　spot　hybridization法を利用したアデノウイルス
　　　の亜群別
　精製ウィルスDNA　O．1ng，もしくはウイルス感染細
胞DNA　1．Ongをアルカリ処理し，ニトロセルロース
メンブレンフィルター（Millipore，　HAWP）上へ固定
し，反応液（0．6MNaCl，0．2MTris－HCI　pH　7．9，
0．02MEDTA，0．5％SDS，50％Fomlamide）中の標
識ウイルスDNAとの間でspot　hybridization18）をおこ
ない，X線フィルム（Kodak，　XRP－1　X－Omat　film）
を用いてオートラジオグラフィをおこない，ホモロジー
の有無を検討した．
2・5　制限酵素の調製
　制限酵素翫甥HIは，　Wilson　and　Young25）の方法
により1勤6〃πsα勉ylo勿π吻6ゴ6πs　Hより抽出精製し
た．
2・6Southem　blot　hybridization法を利用した，
　　　制限酵素切断パターンの検討
　ウイルス感染細胞DNAに，制限酵素，8伽HIを1
μgあたり1単位（1単位は，37℃で1時間反応した時
にAd2　DNA　1μgを，完全に切断する酵素量とした）
を加え，6mM　Tris－HCI　pH　7．5，6mM　MgC12，
20mM　KCI，6mM　2－mercaptoethano1を含む反応
液（20～60μ♂）中で＝37℃6時間反応をおこなった．つ
いで0．9％アガロース垂直平板ゲル（0．3cm×16　cm
x22　cm）により，40　vで15～16時間電気泳動をおこな
い分離した各DNAフラグメントを，アルカリ処理によ
り一本鎖としたのち，ニトロセルロースメンブレンフィ
ルター上に固定し，反応液（0．6MNaCl，0．2MTris
－HCI　pH　7．9，0．02　M　EDTA，0．5％SDS，50％
Formamide）中の標識ウイルスDNAとの間でSout－
hern　blot　hybridization1乳26）をおこない，　X線フィルム
を用いて，オートラジオグラフィにより各フラグメン
トを検出した．
3　実験成績
3・lspot　hybridization法‘二よるアデノウイルスの亜
　　門別
　アデノウイルスDNAの亜二丁を，　spot　hybridiza－
tion法を用いて検討した．
　メンブレンフィルター上に，ウイルスDNA　O．1ngを
固定し，32Pで標識したA亜群Ad　12　DNAとの間で
hybridを形成させホモロジーの有無を検討した．　Fig．
1に示すように，標識ウイルスDNAは，メンブレンフィ
ルター上にspotした標識ウイルスDNAと同じ型の
Ad　12　DNA，および同じA亜群のAd　31　DNAと
hybridを形成し，一方異なる亜群に属するウイルス
DNAとの間ではhybridを形成しなかった．32Pで標識
したB亜群Ad　7　DNAと，メンブレンフィルター上に
spotした各亜群ウイルスDNAとの間でのspot
hybridization法の結果はまったく前老と同様で，標識
DNAと同じ型のAd　7　DNAおよび同じB亜群のAd　3
DNAとの間でのみhybridを形成した．
　次にウイルスDNAの代わりに，ウイルス感染細胞
DNA　1．Ongをメンブレンフィルター上に固定し，32P
で標識したC亜群Ad　2　DNA，　D亜門Ad　13　DNA，
E亜群Ad　4　DNAをそれぞれプローベとしてspot
hybridization法をおこない，亜二二が可能かどうか検
討した．Fig．2に示すように，標識ウィルスDNAと同
じ亜門に属するDNAではhybridの形成が認められ，
異なる亜群に属するDNAではhybridの形成が認めら
れず，ウイルスDNAの代わりに，ウイルス感染細胞
DNAを用いても亜群別が可能であることがわかった．
3・2　Southern　blot　Lybri〔Hzation法によるアデノウ
　　　イルスDNAの制限酵素切断パターンの検討
　Ad　7感染細胞DNA　5～80　ngを，制限酵素励吻
HIにより切断し アガロースゲル電気泳動ののち，メ
ンブレンフィルター上に移しとり，32P一で標識したAd　7
DNAをプローベとするSouthern　blot　hybridization
法によりそのパターンを検出した．Fig．3に示すように
30ngあるいは，それ以上の感染細胞DNAでほぼ明瞭
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Fig．1　Subgrouping　by　spot　hybridization．　　Calf　thymus　DNA（5，0μg），　and　calf
　　　　　thymus　DNA（5．0μg）containing　each　viral　DNA（0ユng）were　spotted　on　nitro・
　　　　　cellulose　membrane　filters　and　hybridized　wlth　2×104　cpm　of　the　labelled　Ad12
　　　　　DNA（a）and　Ad7　DNA（b）．　The　filters　were　then　washed　and　exposed　to　an
　　　　　X－ray丘lm　for　24　to　48　hr．　Details　of　procedures　are　described　in　the　text．
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Fig．2　Subgrouping　by　spot　hybridization．　Calf　thymus　DNA（5．0μg），　and　calf
　　　　　thymus　DNA（5．0μg）containing　infected　cell　DNA（1．Ong）were　spotted　and
　　　　　hybridized　with　the　labelled　Ad2　DNA（a），　Ad13　DNA（b），　and　Ad4　DNA（c）．
　　　　　Experimental　procedures　were　the　same　as　in　Fig．1．
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な切断パターンが検出された．ルービン（底面積160
cm2jに培養したAd　7感染KBIII細胞（細胞数約3×
107個）より約1mgの感染細胞DNAが抽出できるこ．と
から換算すると，30ngの感染細胞DNAは，感染細胞
数にして9×102個程度となる．これは鈴木ら17）の場合の
エチジウムブロマイドの染色法において必要とする感
染細胞数の約1／300にすぎない．すなわち，Southern
blot　hybridization法を用いることで，制限酵素切断パ
ターンの検出感度を著しく高めることができる．
3・3CPE（cytopathic　effect）出現以前の感染細胞
　　　を用いた制限酵素切断パターンの検討
　Ad　7を0．1PFU／cellでKBIII細胞に感染させたの
ち，CPEの出現の有無に関係なく経時的に感染細胞
DNAを抽出し，制限酵素勘吻HIにより切断し，そ
．のパターンを32Pで標識したAd　7　DNAをプローベと
するSouthern　blot　hybridization法により検出した
（Fig．4）．　CPEは感．染後5日目にほぼすべての細胞に
出現したが，それ以前の感染細胞DNAを用いても，ウ
ィルスDNAの切断パターンを検出することができた．
　このようにSouthern　blot　hybridization法を用いる
ことで検出感度が向上し，型同定に要する時間の比内
が可能で．ある．
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Fig．3Cleavage　patterns　of　Ad7　infected　cell　DNA
with磁η¢HI．　　Calf　thymus　DNA（5．0μg）
containing　various　amounts　of　Ad7　infected
cell　DNA（5－80ng）was　digested　by翫魏HI，
and　electrophoresed　in　a　O．9％　agarose　slab
gel（0．3×　16×22cm）at　40　V　for　16　hr．
．After　transfer　by　Southern　blotting　proce－
dure，　the　DNA丘lter　was　hybridized　with　the
labelled　Ad7　DNA（2x　106cpm，8，0×107
cpm／μg），　washed，　and　exposed　to　an　X－ray
丘lm　for　3　da．ys．　　Ad7　infected　ce11　DNA：
80ng　（a），50ng　（b），30ng　（c），25ng（d），20ng
（e），15ng　（f），10ng　（g）　and　5ng　（h），　respec－
tively．
Fig。4Cleavage　patterns　of　Ad7　infected　cell　DNA
prepared　each　day　after　infection．　　　In－
fected　cell　DNA　was　prepared　each　day
after　Ad7　infection　at　a　mu．ltiplicity　of　O．1
PFU／ce11．　Each　of　Ad7　infected　cell　DNA
（5．0μg）was　cleaved　by　Bα吻HI　and　re－
solved　by　O．9％　agarose　gel　electrophoresis．
Aft r　transfer　by　Southern　blotting　Proce－
dure，　the　DNA丘lter　was　hybridized　with　the
．1abelled　Ad7．　DNA（2　x　106cpmβ，0×107cpm／
μg），was ed，　and　exposed　to　an　X－ray創m
for　3　days．　Infected　cdl　DNA　extracted
immead．iately　after　infeCtion（Oday）was
used　as　a　negative　control．　　Ad7　infected
ce11　DNA：Oday（a），1day（b），2days（c），
3days　（d），4days　（e），5days　（f），　and　6days．
（9）　after　infection，　respectively．
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4　考 察
　36の血清型が報告されているとヒトアデノウイルス
には呼吸器疾患，眼疾患の他，消化器系，尿路系など
の多くの疾患に関与しているウイルスが含まれている．
これらアデノウイルスの血清型の同定法として，現在
中和試験（NT）および赤血球凝集抑制試験（HI）が用
いられている．これらの同定法は，ウイルス外被蛋白
の丘berおよびhexonが型特異的抗原性を示すことを利
用しておこなわれる免疫学的同定法27）である．しかしこ
れらの方法では，前述したように古血で交差反応を示
すことやNTとHIの結果が平行しないことがあり，こ
れらの方法による型同定は時として困難な場合がある．
さらに，これらの方法においては，型特異的抗原部分
以外の変異についての検討ができないため，同一血清
型内のウイルス株の同定やウイルス株間の差異の検索
については不可能である．
　前報17）において我々は，アデノウイルス遣伝子DNA
を直接解析することにより，正確なアデノウイルスの
同定をおこなう方法（制限酵素切断同定法）を報告し
た．この方法は，簡便に調製される感染細胞DNAを制
限酵素により切断し，切断パターンをしらべることに
よって同定する有用性の高い方法である．
　本報告では，この制限酵素切断同定法をより実用的
なものにするため，以下述べる方法を用いて，この同
定法の改良をおこなった．
　36のアデノウイルス血清型のうち，31の血清型
（Ad　l－Ad　31）は，そのDNA塩基配列ホモロジーによ
り5つの亜群（A－E）に分類されておりIB｝同一亜群に
属する血清型は，物理的，化学的，および生物学的性
質において高い類似性を示す．したがって，あらかじ
め感染ウイルスの亜群を同定しておくことができれぽ，
切断パターンの検討対象が一つの亜群に限定されるこ
とになり，ウィルス株同定の過程を簡略にすることが
可能である．微量の感染細胞DNAを用いるspot
hybridization法18）により，感染ウイルスの亜江別がで
きることが，本研究により判明した．spot　hybridiza－
tion法は，プローベDNAとして，各位群のウイルス
DNAを1種類ずつ用意しておくだけでよく，操作が簡
単であり，一度に多数の感染ウィルスの亜群を検討す
ることが可能である．
　次に制限酵素切断同定法の感度を上げるため，
Southern　blot　hybridization法19｝の適用を検討した．
その結果ウイルスDNAの1％〃z　HI切断パターン検出
には，Ad　7感染細胞DNA　30　ngで十分であり，検出
の感度が極めて高いことがわかった．これは，官報17）に
おいて報告したエチジウムブロマイド染色法の場合，切
断パターン検出に必要な感染細胞DNA量が8．0μ9以
上17）であるのに比べ，はるかに少量である．
　次にSouthern　blot　hybridization法を利用した制
限酵素切断同定法を用いて，ウイルス感染後，経時的
に感染細胞DNAを抽出精製し，感染ウイルスのウイル
ス株同定を試みた．その結果は，CPE出現以前の感染
細胞についても，本方法によるウイルス株同定が可能
であることが，判明した．このことからウイルス材料
を接種してもCPEが出現せず，感染の有無が不明な場
合であっても，微量のウイルスの複製がおこれぽ感染
ウイルスの同定が可能であることがわかった．
　実際に本方法を用いて，感染ウイルスのウイルス株
同定をおこなう場合，Southern　blot　hybridization法
をおこなう際のプローベDNAには，　spot　hybridiza－
tion法により確かめられた亜群に属するDNAを用い
ればよいわけであるが，また同一亜群に属する複数の
ウィルス型のDNAを混合してプローベとして使用する
ならぽ，切断パターンの見落としを防ぐ上で，望まし
いと考えられる．また制限酵素については，適当な数
種の酵素を併用すれぽ，より詳細にウイルス株の変異
を検討することができる．
　本方法はアデノウイルス同定法として，簡便な操作
によりおこなえることや，CPEの出現の有無にかかわ
らず，同定が可能であることなど，有用性の高い方法
である．また本方法は，多数の検体を用いても短時間
のうちに同定がおこなえることから，単に個体に感染
した病因の検討のみならず，感染経路の検索や感染ウ
イルスの変異についてなどの疫学的調査にも役立っと
考えられる．
5　結 語
　アデノウイルスのウイルス株および血清型同定法で
ある制限酵素切断同定法に改良を加え，実用的な同定
法を確立した．
1）　感染細胞DNAを用いたspot　hybridization法に
より，感染アデノウイルスの八寸別をしておけぽ，ア
デノウイルスの制限酵素切断パターンによる同定は一
層容易となる．
2）　Southern　blot　hybridization法を利用することに
より，ウイルスDNAの制限酵素切断パターンの検出の
感度および精度が向上し，微量の感染細胞DNAを用い
てもウイルス株の同定をおこなうことが可能となった．
3）Southern　blot　hybridization法を適用すれぽ，
434 上野哲治・鈴木信敬
CPEが出現する以前のウィルス感染細胞DNAを用い
ても，制限酵素切断パターンを検討できる．
　　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲いただいた藤
永葱教授，田川丁寧教授に深く謝意．を表します．
　　尚，本研究の一部は，文部省科学研究助成金（藤永．）
によりおこなわれた．
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